






























































































































from  12/2016  until  02/2020  under  the  supervision  of  Prof.  Dr.  Hans  Joachim  Anders, 





and  their  teams  helped with  the ex  vivo  studies  of  3D‐µCT  to  show CCE‐induced  vascular 


























Atherosklerose  ist  weltweit  eine  der  Hauptursachen  für  Morbidität  und  Mortalität.  Bei 
fortgeschrittener  Atherosklerose  ist  die  Cholesterinkristallembolie  (CCE)  eine  potenziell 
lebensbedrohliche Komplikation mit einer durchschnittlichen Mortalität von 62,8%. Autopsien 




eines  reproduzierbaren Mausmodells  der  CCE  zur  Nachahmung  der morphologischen  und 
funktionellen Eigenschaften der CCE beim Menschen dazu beitragen würde, die molekularen 
Mechanismen  des  CC‐gesteuerten  arteriellen  Verschlusses,  des  Gewebeinfarkts  und  des 
Organversagens zu untersuchen. 
CCE wurden in C57BL/6J‐Mäusen durch Injektion von CC über einen minimal‐ invasiven Eingriff 
in  die  linke Nierenarterie  induziert.  Primärer  Endpunkt war  die  glomeruläre  Filtrationsrate 





der  Niere.  Ursache  waren  Verschlüsse  präglomerulärer  Arterien  und  Arteriolen.  Der 
Kristallanteil  am  Gefäßverschluss  war  gering,  stattdessen  fanden  sich  Fibrin+ 
Thrombusmaterial um die Kristalle, die das arterielle  Lumen ausfüllten. Wir nannten diese 






lineage  kinase  domain‐like  (Mlkl)‐defizienten Mäusen  oder mit  dem  Inhibitor  Nec‐1s  bzw. 
einem  NLRP3‐Inhibitor  reduzierte  signifikant  die  Infarktgröße  und  Infiltration  von 






allererst  von  der  glomerulären  Perfusion  abhängt,  verhindert  die Hemmung der  ischämen 
Nekrose alleine noch nicht das Nierenversagen. Somit war klar, dass die Kristallthrombosen 
das entscheidende Therapietarget bei CCE darstellen. 
Histologisch  bestanden  die  Kristallthrombosen  aus  Erythrozyten,  Plättchen,  Neutrophile, 
Fibrin,  und  extrazelluläre  DNA  (ecDNA).  Zunächst  haben  wir  Neutrophile  mit  einem 
depletierenden  Antikörper  selektiv  entfernt,  bzw.  die  Bildung  von  neutrophil  extracellular 
traps (NETs) mit einem Inhibitor gehemmt. Beide Interventionen verringerten die Größe des 
Niereninfarkts im Vergleich zur Kontrollgruppe, dies hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss 
auf  die  arteriellen  Verschlüsse  bzw.  den  GFR‐Verlust.  Im  Gegensatz  dazu  schützte  der 
Thrombozyten‐P2Y12‐Rezeptorantagonist  Clopidogrel  Mäuse  vollständig  vor 
Kristallthrombosen,  GFR‐Abfall  und  Niereninfarkt.  Daher  sind  Blutplättchen,  jedoch  nicht 
neutrophile  Granulozyten,  von  zentraler  Bedeutung  für  CCE‐induzierte  Kristallthrombosen 
und ihre Folgen. Als Nächstes testeten wir die Wirkung von Heparin und des Fibrinolytikums 
Urokinase. Nach 24 Stunden reduzierten sowohl Heparin als auch Urokinase die Anzahl der 
arteriellen  Verschlüsse  signifikant.  Niereninfarkt,  Nierenverletzung,  Infiltration  von 
Neutrophilen, Gefäßverletzung sowie tubuläre Nekrose waren nahezu vollständig abwesend. 
Beide  Behandlungen  hatten  im  Vergleich  zu  mit  Vehikel‐behandelten  Mäusen  einen 
vollständigen Schutz vor GFR‐Abfall. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass nicht die Kristalle 
an  sich,  sondern  die  Kristallthrombosen  arterielle  Obstruktion,  Gewebeinfarkt  und 
Organversagen verursachen. 
Um die Bedeutung der ecDNA zu untersuchen, gaben wir rekombinante DNase I, die ecDNA 
degradiert.  Tatsächlich  war  24  h  nach  DNase  I  Gabe  in  den  Arterien  keine  ecDNA  mehr 
nachweisbar und, überraschenderweise, traten auch Kristallthrombosen nicht mehr auf. Die 
Verhinderung von arteriellen Verschlüssen war mit einem vollständigen Schutz vor GFR‐Abfall, 
einer  signifikanten  Verringerung  der  Niereninfarktgröße  verbunden.  Somit  ist  ecDNA  eine 







Fibrinbildung  und  der  ecDNA‐Akkumulation.  Zuerst  testeten  wir  das  therapeutische 




präventive  Einzeldosis  des  Nekroptosehemmers  Nec‐1s  mit  therapeutischer  Gabe  von 
rekombinanter DNase 1 3 Stunden nach Kristallinjektion kombiniert. Hierunter kam es zu einer 
vollständigen Protektion von Kristallthrombosen Organversagen und Infarkt, was eine neue 
Behandlungsoption  bei  elektiven  Eingriffen  bei  Hochrisikopatienten  aufzeigen  könnte. 
Mechanistische  in  vitro  Untersuchungen  im  Organ‐Chip  Modell,  zeigten  wie  Cholesterin‐
Kristalle  zu  Endothelschäden  führen,  dass  ecDNA  v.a.  aus  Endothel  und  Neutrophilen 
freigesetzt wird. Thrombozyten setzen nur wenig mitochondriale DNA frei. DNase I inhibiert 
die CC‐induzierte Thrombozytenaktivierung, möglicherweise durch Abbau von ADP. 
Zusammengenommen  präsentieren  wir  erstmals  ein  Mausmodell  einer  CCE  mit 
Organversagen und Infarkt, das pathophysiologische Studien gestattet. Nicht der Infarkt an 
sich,  sondern  die  Kristallthrombosen  sind  für  das  Organversagen  entscheidend. 
Endothelschädigung mit Freisetzung von ecDNA und Plättchenaktivierung führen zur Bildung 
der  Kristallthrombosen  und  bieten  alte  und  neue  Therapietargets.  Eine  prophylaktische 






Atherosclerosis  is  a  leading  cause  of  global  morbidity  and  mortality.  In  advanced 














necrosis,  interstitial  edema,  neutrophil  infiltrates,  and  loss  of  CD31.  Thus,  intraarterial  CC 







Immunostaining  revealed  that  crystal  clots  involved  platelets,  neutrophils,  fibrin,  and 
extracellular  DNA  (ecDNA).  Therefore,  I  depleted  neutrophils  or  inhibited  NET  formation 
before  CC  injection.  Neutrophil  depletion  or  NET  inhibition  significantly  decreased  kidney 
infarction  compared  to  the  control  groups,  but  this  had  no  significant  effect  on  arterial 
obstructions or GFR loss, maybe because mononuclear cells had partially replaced neutrophils 
inside crystal clots as a source of ecDNA. In contrast, the platelet P2Y12 receptor antagonist 
clopidogrel  completely  protected  mice  from  intravascular  obstructions,  GFR  loss,  kidney 






the  effects  of  the  anticoagulant  heparin  and  the  fibrinolytic  agent  urokinase. At  24h both 
heparin and urokinase significantly reduced the arterial occlusions number, kidney infarction, 
kidney  injury,  neutrophils  infiltration,  vascular  injury  as  well  as  tubular  necrosis.  Both 




with ecDNA. After 24h of DNase  I  treatment  intraarterial ecDNA had disappeared and  the 




and  organ  failure.  As  cardiac  or  aorta  surgeries  preclude  the  use  of  anticoagulants  or 
fibrinolytic agents, I considered recombinant DNase I as a possible alternative to attenuate CC 
clot  formation  by  inhibiting  fibrin  formation  and  ecDNA  accumulation.  First,  I  tested  the 
therapeutic window‐of‐opportunity  and  found  that DNase  I  treatment given 3 h after CCE 
showed trends towards improved outcomes compared to 6 h and 12 h. To further optimize 
outcomes  in  the  setting  of  a  cardiovascular  procedure‐related  CCE  I  tested  a  regimen 




in significant protection  from GFR  loss and kidney  infarction  in almost all animals  together 
with a significant reduction in vascular occlusions by crystal clots. 
In my in vitro studies, platelets were exposed to thrombin with or without CC and found that 
CC  enhances  fibrinogen  release  from  platelet  alpha  (α)‐granules,  which  further  promotes 
fibrin clot formation. CC exposure also induced ATP secretion from dense (δ)‐granules, but co‐
incubation with DNase I strongly reduced these extracellular ATP releases. Next, I stimulated 







DNase  I  treatment normalized  this accelerated aggregation response. Endothelial  cells and 
neutrophils studies showed that CC did not directly induce plasmatic coagulation but induced 
NET formation and DNA release mainly  from kidney endothelial cells, neutrophils, and few 






























fever, malaise,  hypereosinophilia,  and  elevated  serum  levels  of  inflammatory markers,  for 




































such  as  adhesion molecule  expression,  local  cytokine  release, monocyte  and macrophage 
activation, endothelial cell dysfunction, and the activity of proteolytic enzymes (11). Autopsy 
studies  revealed an  incidence of  spontaneous CCE ranging  from 1 % to 3.4 %  (9,12). Blunt 
trauma, catheterization, and cardiovascular surgery also cause traumatic plaque rupture. CCE 
is a relatively uncommon complication of cardiac catheterization even though plaque debris 
has  been  found  in  more  than  50  %  of  guiding  catheters  (13).  The  incidence  of  clinically 
recognized CCE  is  less  than 2 % of  all  catheter  procedures  (14).  The occurrence of  CCE  in 
patients undergoing cardiac surgery is broadly dependent on the extent of atherosclerosis in 
the ascending aorta. Coronary revascularizations have a higher incidence of CCE in patients 
compared  to  valvular  surgeries  (15).  Traditional  cardiopulmonary  bypass  surgeries  may 
provoke more microembolization events compared  to off‐pump cardiovascular procedures 
(16).  Traditional  carotid  endarterectomy  as well  as  carotid  stenting  both  can  generate  CC 
emboli. Although CC emboli may affect multiple organs, the brain is considered as the most 




















polymorphonuclear  cells  and  eosinophils  infiltrate  the  affected  small  arterial  walls  first. 
Following  that  mononuclear  cells  arrive  and  transform  into  giant  cells,  attempting  to 
phagocytose  CCs,  followed  by  proliferation  of  endothelial  cells  and  formation  of  intimal 
fibrosis. Ultimately, the result is a partial or complete occlusion of the arterial lumen and signs 
of tissue ischemia (20).  
End‐organ  damage.  End‐organ  damage  may  involve  both,  the  mechanical  obstruction  of 
arteries and the  local response. CCE can  impair the function of any organ,  in particular the 





















































progressive  (22,23,27–30).  Acute  onset  occurs within  one week  of  a  clear  causal  event  of 
atheroembolism and presents as loss of excretory kidney function in 20‐30 % of patients (30). 




arteriographic  procedure  (35).  This  long  gap  between  the  causing  event  and  the  clinical 
evidence  of  kidney  insufficiency  indicates  recurrent  CC  emboli  showers  and  related 
inflammatory responses play a causal role in the disease process. Another presentation is the 
moderately  increasing  CKD  that  is  usually  attributed  to  nephroangiosclerosis  or  ischaemic 
nephropathy that mostly accompanies CCE events (37). The chronic presentation is a gent low‐














established  so  far  and  currently,  interventions  focus mostly  on prevention  and  supportive 
therapy (8,23,29). Pre‐emptive measures focus on restricting the exposure to trigger factors, 
such as re‐evaluating the indication for anticoagulant therapy and avoidance of unnecessary 
vascular procedures or  surgeries.  In established cases, medical  intervention mostly  targets 
symptoms  of  this  disease.  Cardiac  dysfunction  and  hypertension  are  aggressively  treated. 





administration  of  steroid  (0.3  mg/kg)  ameliorated  symptoms  and  nutritional  intake  in  18 
patients with  recurrence disease  (28). Other series  imply  that high doses of  steroids could 
have  beneficial  effects,  while  other  studies  found  little  or  insignificant  effects  of  steroid 
treatment (10). A prospective study of 354 patients with kidney CCE, steroids had no effects 
on  kidney  function  or  other  patient  conditions  (41).  Hence,  the  use  of  steroids  is  still 
controversial,  although  it  could  have  a  role  in  patients  with  multi‐system  involvement, 
periodic and progressive disease, and systemic inflammation.  
Statins.  It has been reported that  intermittent cases of kidney CCE respond to statins.  In a 
prognostic  study,  the administration of a  statin  reduced  the  risk of developing ESKD  in 12 
patients. This finding was supported by a large prospective study (41). Moreover, statins had 
a promising effect on disease progression even the therapy was started after the diagnosis of 













is  associated with  fundamental morbidity.  Particularly,  patients with CCE  in  kidney usually 
have a poor general condition to perform major surgery. Notably, the procedures of surgery 
would induce major risk for recurrence emboli due to the necessary aortic clamping. 
























































rate  (GFR)  loss must  be  nearly  50  % when  the  change  of  serum  creatinine  is  detectable, 
thereby  the  levels  of  serum  creatinine  do  not  well  indicate  early  impairments  of  kidney 










The  major  challenge  for  diagnosis  is  that  AKI  is  normally  accompanied  by  other  specific 













the  subsequent  reperfusion,  such  as  surgeries  of  major  vascular  and  cardiac,  kidney 
transplantation, shock, sepsis, trauma (59,60). IRI triggers an imbalance between the supply 
and  demand  of  oxygen  and  nutrients  in  the  perfused  tissue.  Damaged  kidney  cells  will 
consecutively  release  toxic  by‐products  (e.g.,  proinflammatory  cytokines  and DAMPs)  that 
initiate injury to the surrounding tubular epithelial and endothelial cells injury resulting in a 






consists  of  two  vascular  compartments,  the  glomeruli  and  peritubular  microcirculatory 
systems that both largely contribute to the progress and propagation of AKI (63). While the 
disruption  of  glomerular  blood  flow  will  consequently  affect  peritubular  perfusion  as  the 







under  steady  condition,  thereby  it  also  influences  the  microcirculation  and  glomerular 
filtration (66). There are many additional pathways involved in endothelial cell function that 
contribute  to  the  pathology  of  ischemic  AKI.  Under  disease  conditions,  the  activated 
coagulation  cascade  loop  together  with  endothelial‐leukocyte  connections  results  in 







Histological  analysis  shows  that  the  presence  of  necrotic  tubule  segments  is  the  typical 
pathological feature of ischemic AKI, also referred to as acute tubular necrosis (47,59). The 
kidney  is  highly  susceptible  to  ischemic  injury,  in  particular  the  proximal  tubule  of  the  S3 
segment in the outer medulla, a site of intense metabolic activity and oxygen demand (67).  
Necroptosis  pathway  in  ischemic  AKI.  In  ischemic  AKI,  regulated  necrosis  has  been widely 
studied  by  using  different  animal models  (68–70). Necrosis  is  induced  by  cytoplasmic  and 
mitochondrial  swelling,  followed  by  cell  membrane  rupture  and  release  of  DAMPs  (for 
example DNA, histone, ATP), resulting in inflammation and immune activation. Necroptosis is 
the most widely investigated regulated necrosis pathway. It is substantially regulated by the 
cytoplasmic  molecules  RIPK1,  RIPK3  (receptor‐interacting  protein  kinase  1,  3),  and  MLKL 
(mixed  lineage kinase domain‐like protein)  (71,72)  (Fig. 3). Necroptosis plays a vital  role  in 
ischemic  AKI  has  been  proved  by  animal  studies  that  using  gene  deficiency  mice  or 
pharmacological  inhibitors  for  necroptosis  major  mediators  (RIPK1,  RIPK3,  and  MLKL). 
Evidence from gene deficiency mice studies has demonstrated that necroptosis contributes to 
ischemic  tubular  injury.  In severe 43‐minute  ischemia, RIPK3 deficient group has a modest 
survival advantage (73). In the 30‐minute standard ischemia, RIPK3‐/‐ and Mlkl‐/‐ mice both 
modestly improved kidney function compared to WT controls (73). A study from other groups 

















function  loss  and  protected  mice  from  tubular  injury  at  48  h  (79).  Furthermore,  the 
administration of Nec‐1s also significantly protects mice from more severe ischemic injury and 
improved  survival  (79). Another pharmacologic  strategy  to prevent necroptosis  is  blocking 
MLKL which  is  the most  informative way,  currently  (80). Necrosulfonamide  is  an  inhibitor 





Necroinflammation.  The process of necroptosis  takes at  least 3 h  from  induction until  cell 
membrane rupture according to in vitro studies (83,84). Necroptotic cells can release DAMPs 
and cytokines that trigger inflammation in a variety of pathways (85). Necroptotic cells release 
intracellular  constituents,  including nucleic  acids, histones, HMGB1,  and ATP, which act  as 
DAMPs with predominantly proinflammatory properties (86). Also, necroptotic cells release 
numerous  inflammatory  cytokines  directly  leading  to  more  necroptosis,  which  in  turn 
promotes  inflammation  and  forms  a  self‐amplification  loop,  which  is  called 
























contribute  to  the  pathogenesis  of  ischemic  AKI.  The  first  immune  response  is  initiated  by 
endothelial  cell  injury,  leukocytes activation  together with  the crosstalk of endothelial and 





them to  infiltrate  into the  interstitial  space. Many studies support  that blocking or genetic 
depletion of endothelial adhesion molecules protects mouse kidneys from IRI (90). Meanwhile, 
activated  leukocytes,  in  turn,  promote  endothelial  cell  injury  resulting  in  increased 





Neutrophils. Neutrophils  are  the most  abundant  leukocytes  in  the  blood,  they  can  rapidly 
infiltrate  into the kidney and accumulated  in  the  inflamed sites during the  initial period of 
kidney IRI. Neutrophils will release ROS, proteinases, elastases, MPO, and cationic peptides 
that mainly contribute to necroinflammation in the kidney (94). To engage and activate more 
neutrophils,  activated  neutrophils  can  form  a  positive  feedback  loop  by  producing 
proinflammatory cytokines and chemokines. Upon kidney IRI, not only neutrophils, but other 









damage  during  ischemic  AKI.  The  authors  showed  that  PAD4‐/‐  displayed  the  modest 
protection of kidney function compared to WT control groups after IRI (99). As studies have 
demonstrated  that  blocking  ICAM‐1,  p‐selectins,  or  CD11a/11b  effectively  protected mice 
from  ischemic  AKI,  the  above  studies  suggest  that  not  only  neutrophil  but  also  other 
leukocytes involve in ischemic AKI via synergistic interaction (100). 
Macrophages.  Macrophages  are  another  critical  leukocyte  subtype  contributing  to  the 





of  IRI  mostly  involves  a  pro‐inflammatory,  so‐called  M1  macrophage  phenotype.  In  vivo 
studies  using  a  mouse  model  of  IRI  observed  that  the  infiltration  of  macrophages  is 
significantly  increased at  48 h  and persists  over  7 days  (101). Activated M1 macrophages, 
similar  to neutrophils,  can produce sufficient ROS and proinflammatory cytokines  that can 
activate  other  leukocytes  driving  more  tubular  injury  (102).  Macrophage  depletion  from 
kidney and spleen before kidney IRI exhibit markedly reduced AKI, whereas adoptive transfer 











except  for  the  specific  NOD‐like  receptor  protein  (NLRP),  the  NLRP  inflammasome  also 
includes an adaptor protein of apoptosis‐associated speck‐like protein containing a CARD (ASC) 
together  with  a  procaspase‐1  (107).  Generally,  the  NLRP3  inflammasome  senses  danger 
signals  (i.e. PAMPs or DAMPs) and recognize them by PPRs that  further  initiate the NLRP3 
inflammasome.  The  activated  NLRP3  inflammasome  can  activate  the  proinflammatory 













(108). Moreover,  the  increased  IL‐1β and/or  IL‐18  levels have been observed  in  kidney  IRI 
model  (109). Another  study compared  the effects of NLRP3 and ASC on mouse kidney  IRI. 
NLRP3‐/‐ mice show less tubular injury at 24 h, as well as reduced IL‐1β levels in the kidney. 
















































and  IL‐6,  and  serum  nitric  oxide; 






















































Novel targets  Hypoxia‐inducible  factor  (HIF),  HIF 
pathway  adaptively  responds  to  the 






PPARα  protected  animals  from  AKI  by 
preventing  proximal  tubule  cell  death 
(131). 
No clinical trial. 
Cell targeting therapies.  Infused  mesenchymal  stem  cells  and 
regulatory  T  cells  showed  protective 






approved  to  treat  or  prevent  AKI.  Consequently,  these  critically  ill  patients  only  receive 
supportive care and kidney replacement is the final option. In addition, a single therapy may 
not be sufficient to prevent the progression of AKI because of the complex pathophysiology 





























kidney artery  can directly  show artery defects making a precise diagnosis  in  time  that will 
prevent long‐term complications. It has been reported that typical radiologic evidence from 






disease,  and  atrial  fibrillation  (141,143).  Among  438  patients  with  kidney  infarction,  a 
cardioembolic event accounted for 55.7 % of patients, atrial fibrillation accounted for 48.2 %, 





Because kidney  infarction  is  rare, only  limited reports are available  that  information about 





combination of  intravenous heparin  followed by oral  anticoagulants  such  as  coumarins  or 
direct thrombin inhibitors is the standard regimen (146). In CCE the role of anticoagulation is 













































































































































































Cell  death  detection  kit 
(TUNEL) 
Terminal  deoxynucleotidyl 





























































Cholesterol  crystal  embolism  induced  acute  kidney  injury,  acute  kidney  disease,  and  acute 
kidney infarction 
To  induce  CCE,  6‐8 weeks WT male  or  female mice were  anesthetized  by  i.p.  injection  of 
medetomidine  (0.5  mg/kg),  midazolam  (5  mg/kg),  and  fentanyl  (0.05  mg/kg)  under 





removal  of  the  needle  bleeding  control  involved  light  local  pressure  and  cyanoacrylate 
polymer closure. The  right kidney artery  remained untouched.  I used  standard absorbable 
sutures to close the abdominal wall and skin, subcutaneous injection of atipamezole 2.5 mg/kg, 











study  period  of  4  weeks,  associated  with  tubular  injury  and  loss  of  brush  border  of  the 




























counted  the  number  of  completely  and  partially  obstructed  and  empty  vessels  (Fig.  6). 
Kidneys' weight and infarct size were measured. Analysis of kidney infarct size by TTC staining, 
kidney  injury  scored  by  PAS  staining,  immune  cell  infiltration  by  Ly6B2+  immunostaining, 









Total number  A+B+C  A’+B’+C’  A’’+B’’+C’’ 
Artery Conditions  
of obstruction 
No  A  A’  A’’ 
Partially  B  B’  B’’ 




No  A / (A+B+C)  A’/ (A’+B’+C’)  A’’/ (A’’+B’’+C’’) 
Partially  B / (A+B+C)  B’/ (A’+B’+C’)  B’’/ (A’’+B’’+C’’) 







































the  numbers  of  neutrophils  in  the  circulation  using  FACS.    According  to  the  FACS  result, 

















To  study  the  role  of  necroinflammation  in  CCE‐related  kidney  infarction  and  acute  kidney 
failure,  Mlkl‐dependent  necroptosis,  and  NLRP3  inflammasome‐dependent  sterile 
inflammation were investigated. 




mg/kg Necrostatin‐1s  (Nec‐1s)  30 min before CC  injection,  the  control  group  received  the 











































and a photodiode  that connects  to a battery  (149). The background signal of  the skin was 
recorded  for  5  min  before  the  i.v.  injection  of  150  mg/kg  FITC‐sinistrin.  The  animal  was 
conscious and unrestrained in a single cage, the signal recording duration is approximate 1.5 
h. After removing the imager device, the data were analyzed using MPD Lab software. The 
GFR (µl/min) was calculated  from the decrease of  fluorescence  intensity over  time using a 











For  immunohistological  studies,  I  immediately  fixed  the middle part of each kidney  in 4 % 
formalin for 24 h. Kidneys were processed using tissue processors (Leica) and embedded in 
paraffin  blocks.  Kidney  paraffin  sections were  cut  to  2  μm  followed  by  de‐paraffinization, 
sections were kept in xylene for 5 min and 3 times. The re‐hydration was performed by 3 min 



































































































min  after  Microfil  perfused  and  fixed  in  formalin.  Then  scanned  using  a  high‐resolution 
SkyScan 1272 μCT system that enables the high‐resolution 3D image of the microarchitecture 
of kidney blood vessels. After 3D volume rendering of the reconstructed µCT data sets and 









All  healthy  blood  donors  provided written  informed  consent  forms  approved  by  the  local 
































































Blood  obtained  from  healthy  volunteers  that  had  provided  a  written  informed  consent 






washing  step,  the  platelet  pellet  was  resuspended  in  the  appropriate  volume  of  Tyrode’s 
buffer containing only apyrase (0.02 U/ml) and left to incubate for at  least 30 min at 37 °C 








All  figures  and  statistical  analyses  were  performed  using  Prism  7.0  software  (GraphPad 
Software,  San  Diego,  CA).  Before  every  statistical  analysis,  data were  checked  for  normal 
distribution  (Shapiro‐Wilk  test),  homoskedacity  (Levene's  test),  and outliers  (Grubb's  test). 
Normally distributed and homoskedastic data sets were tested for significant differences via 
ANOVA  and  posthoc  Bonferroni`s  correction  was  used  for  multiple  comparisons. 
Heteroskedastic data were corrected  following Games‐Howell's posthoc  test. Not normally 























































Figure  12.  Crystal  clots‐induced  kidney  injury  at  24  h. A:  Representative  image  of  PAS‐stained  CCE  kidney 






Inflammation  is  the response of the  immune system to an  injurious trigger. Therefore,  the 
inflammatory component in the CC‐perfused kidney was evaluated. Immunostaining for the 
neutrophil  marker  Ly6B2+  revealed  an  increased  infiltration  of  neutrophils  into  the 












and  location,  and  those  arteries  were  graded  into  either  completely,  partially  or  non‐















PAS  section  shows  an  intrarenal  artery  completely  occluded  by  CC  and  some  surrounding 
foreign‐body granuloma‐like matrix, indicating that crystal clots occurred some time ago (Fig. 
15A).  To  better  characterize  the matrix  surrounding  CC  that  leads  to  vascular  obstruction 












interaction with  collagen  and  vWF  via  specific  surface  receptors  (158).  Following platelets 
recruitment to the arterial wall, activated platelets release their granule contents, which in 






















(Fig.  17B),  and  obstructed  interlobar,  arcuate,  and  interlobular  arteries,  especially  the 
complete  obstructed  arteries  number  increased  (Fig.  17C‐C’).  PAS  score  revealed massive 



















injected  to male and  female C57BL/6J mice.  Female mice  showed similar  results  in kidney 





























focal  interstitial  inflammation, focal  interstitial  fibrosis, and tubular atrophy. Thus, this CCE 
model induced AKD within 2 weeks, associated with tubular injury, interstitial edema, immune 













Besides  the  platelets‐dependent  hemostasis,  fibrinolysis  is  another  important  hemostatic 
pathway and it is rapidly activated after the clot has been fixed by the coagulation cascade 






















urokinase‐  treated  kidneys  showed  a  significant  reduction  in  infarct  size  (Fig.  20B). 








A’:  Delta  kidney  weight  in  control,  heparin‐  and  urokinase‐treated  groups.  B‐B’:  TTC‐stained  kidneys  and 
quantified infarct size. All quantitative data are means ± SD. 
 
Figure 21. Anticoagulants protect  from AKI  and arterial occlusions  at  24 h.  A: Representative αSMA/fibrin‐
stained section in heparin and urokinase treatment groups. C‐C’: Occlusion of renal arteries of various sizes were 
identified  and  quantified.  B:  CC  injection‐induced  GFR  loss  in  heparin  and  urokinase  treatment  groups.  All 
quantitative data are means ± SD. 
 





















related  to  the  surrounded materials with  the  presence of  platelets  as  indicated by CD61+ 
staining (Fig. 14C) the typical component of arterial thrombi (160). Platelet degranulation can 
modulate  coagulation  and  fibrin  clot  formation  due  to  the  release  of  granular  resident 
fibrinogen, ATP, and other factors. To address the role of platelets in the formation of crystal 
clots and CCE‐related AKI and infarction, a set of experiments were performed in vivo and in 


















revealed  that  clopidogrel  significantly  reduced  tubular  necrosis,  dilation,  lumen  casts, 
interstitial  edema,  as well  as  vascular  injury  and  neutrophil  infiltration  (Fig.  24C‐E).  Taken 















positive  for  histological  markers  of  NETs  including  ecDNA,  citrullinated  histone  H3,  and 
cytoplasmic  proteins  such  as  elastase  or  granular  proteins  such  as MPO(164).  It  has  been 
previously  reported that neutrophils contribute to arterial  thrombosis by releasing NETs, a 
process can be initiated by activated platelets (165).  

















Figure  28.  Role  of  neutrophils  in  CCE‐induced  CC  clot  inside  kidney  arteries.  A:  Representative  images  of 





overall  kidney  injury  or  vascular  injury  of  CCE  kidney  (Fig.  29A‐C).  To  find  reasons  for  the 
inconsistent  result, more  immunostainings were  performed,  and  found mononuclear  cells 
present in crystal clots, partially replacing the missing neutrophils in the crystal clots (Fig. 29D). 


















chromatin  is  the  first  step  that  can  through  peptidyl  arginine  deiminase  type  IV  (PAD4)‐























images  of  CD31‐stained  CCE  kidneys  and  vascular  injury  analysis.  D:  Representative  images  of  αSMA/fibrin‐


























stained CCE  kidneys  in Mlkl‐/‐  and Nec‐1s  administration  groups,  and  kidney  injury  score.  B:  Representative 
images of Ly6B2+ ‐stained CCE kidneys of Mlkl‐/‐ and Nec‐1s administration groups, and neutrophil infiltration 




Mlkl  deficiency  had  no  significant  effect  on  arterial  thrombosis  occlusions  (Fig.  34B‐C’). 


























Figure 35.  Role  of  the  inflammasome  in CCE‐related  infarction,  injury,  and  inflammation  at  24 h. A:  Fresh 
kidneys of healthy, and MCC950‐treated groups. A’: Delta kidney weight. B: TTC method quantified kidney infarct 
size  in control, and MCC950‐treated groups. C: Representative  image of PAS‐stained CCE kidneys  in MCC950 



















































Representative  image  of  PAS‐stained  CCE  kidneys  of  the  DNase  I  group,  and  kidney  injury  score.  D: 
Representative  images of  TUNEL‐stained CCE kidneys of  the DNase  I  groups,  and  TUNEL + dead  cells  in  CCE 



























Human  endothelial  cell  studies:  HUVEC  were  3D  cultured  in  an  Organo  plate,  after  24  h 




















of  CC‐activated  platelets  2  h  at  37  °C.  Confocal  images  revealed  CC‐induced  neutrophil 
necrosis and NET‐like chromatin  release confirmed by Sytox green staining  (Fig. 42A). Pico 
green and LDH assays also demonstrated neutrophil cell death and the release of free‐DNA 
into  the  supernatant  (Fig.  42B‐C).  Interestingly,  supernatants  from  CC‐treated  platelets 




















As  heart  or  aorta  surgeries  preclude  the  use  of  anticoagulants  or  fibrinolytic  agents,  we 
considered  recombinant  DNase  I  as  a  possible  candidate  therapy  to  attenuate  CC  clot 
formation by inhibiting fibrin formation, ecDNA accumulation, and ATP signaling (168).  
To  do  so,  I  tested  the  therapeutic  window‐of‐opportunity  of  recombinant  DNase  I  for  its 
protective effect in CCE. C57BL/6J male mice were administered recombinant DNase I 3, 6, 
and 12 h after CC injection, and all mice were sacrificed at 24h. DNase I treatment given 3 h 
after  CC  embolism  showed  trends  towards  improved  outcomes  albeit  not  in  a  consistent 
manner. Interestingly, 3 h DNase I treatment shows a tendency in kidney swelling, infarct size, 
TUNEL+ dead cells, and neutrophil infiltration in CCE kidneys (Fig. 43A‐D). Consistently, kidney 


































infarct  size  in  almost  all  CCE  kidneys  (Fig.  45A‐C’).  As  expected,  this  dual  therapy  also 
significantly  reduced  vascular  occlusions  by  crystal  clots  (Fig.  46A‐B’).  PAS  scoring  showed 
significantly less injury in treatment group mice compared to the control treatment group (Fig. 



















Figure  47.  A  dual  therapy  of  Nec‐1s+DNase  I  prevents  CCE‐related  injury  and  inflammation  at  24  h.  A: 
Representative image of PAS‐stained CCE kidneys in dual therapy and control groups, and kidney injury score. B: 











aspects  of  human  atheroembolic  kidney  disease.  Using  this  model  discovered  previously 
unknown pathomechanisms of vascular occlusion, particularly the early phases that had been 
not feasible in human pathology. Moreover, this model in mice also allowed for the first time 











I  also  compared  whether  gender  impairs  the  outcomes  of  CCE,  there  was  no  significant 
difference  between  male  and  female  mice  in  AKI,  infarction,  or  thrombosis  obstruction. 
According to the clinical data, the majority of CCE episodes occur in males (7), which should 
largely relate to the higher prevalence of cardiovascular risk factors and diffuse atherosclerosis 
in males. However,  our  data  suggest  that  gender  does  not  affect  the CCE  episode  and  its 
consequences itself. Thus, we would conclude that only targeting the upstream mechanisms 












long‐standing  comorbidities  such  as  diabetes  mellitus,  hypertension,  hyperlipidemia,  or 
obesity (6). In contrast, this CCE model was performed using young, healthy, inbred rodents 
housed under pathogen‐free conditions. Altogether, there are many variable factors of this 
CCE model,  for example,  the  location and size of  crystal  clots,  location of  the  infarct  core, 
blood pressure, and etiology. Moreover, strictly speaking, CCE‐related kidney injury is not only 
kidney disease but the manifestation of underlying atherosclerosis.  
Given  those  limitations  and differences  to  human CCE,  this  CCE model  nevertheless  could 
provide a new pathophysiological concept for CCE, and identify novel molecular targets for 
prophylaxis  and  therapy.  Comparing  to  previous  attempts  (159,169),  this  model  allowed 
functional studies in genetically modified mice. Specifically, abrogating necroptosis, a form of 
regulated  necrosis  well‐known  to  mediate  post‐ischemic  kidney  necrosis,  as  well  as 
inflammasome‐dependent  sterile  inflammation,  i.e.  necroinflammation  (170).  It  has  been 
previously reported that Mlkl‐dependent necroptosis and NLRP3 inflammasome‐dependent 
sterile inflammation contribute to tubular necrosis and loss of kidney function upon transient 







already obvious  from the different variabilities of CCE‐induced GFR  loss versus  infarct size. 
This is because, in contrast to other organs, kidney function directly depends on the perfusion 
of  arteries  afferent  to  the  glomerular  filters, while  infarction depends on numerous other 
factors such as collateral perfusion of tubules,  inflammation, and complex stress responses 







plaque material  into  rabbit  kidneys  and brains  and  found  thrombotic material  around  the 
embolus  (174). Our  studies  extend  these observations by  showing  that not  the CC emboli 
alone  account  for  vascular  occlusions,  infarction,  and  kidney  failure,  but  CC  triggered  the 
formation  of  clots  inside  kidney  arteries  leading  to  ischemic  tissue  injury.  This  finding  is 
important  as  it  renders  the  forming  arterial  clot  as  a  putative  target  for  therapeutic 
intervention to improve outcomes.  
Current recommendations for the management of patients with CCE or arterial clots rely on 
retrospective  reports of  a  single  case or  small  single‐center patient  series;  no  randomized 
controlled  interventional  trials  have  thus  far  performed  (30,41).  Partially  contradictory 
outcomes have been  reported  for  the use of  steroids or anticoagulants, probably because 
beyond  the  peripheral  lesions,  outcomes  also  depend  on  the  stability  of  aortic  plaques, 
intraplaque hemorrhages, and the risk for repetitive episodes (4,21,175). Especially for this 
model, CC triggered arterial clots consist of fibrin, platelet, neutrophil, monocyte, and ecDNA.      









derived  ATP  release  and  purinergic  receptor  P2Y12  signaling  are  directly  involved  in  the 
formation of crystal clots in the CC‐injected kidney.  
In  line with these  in vivo  results,  further  in vitro  studies support that CC enhances platelet 




















Figure  48.  Platelets  in  thrombosis  formation.  Damaged  endothelial  release  tissue  factor  (TF),  TF  leading  to 
thrombin  generation  and  the  following  is  platelet  activation.  Following  that,  the  activated  platelet  releases 












example,  citrullinated  histones,  MPO,  NE,  and  PAD4  (168,178).  Blocking  PAD4‐dependent 
formation of NETs and targeting neutrophils both were investigated in this model. However, 
unlike  antiplatelet  therapy,  targeting  neutrophils  with  these  compounds  had  no  relevant 
effect on kidney function, albeit reducing  infarct size. Accordingly, PAD4  inhibition showed 
similar  results at 24 h. Most  interestingly, mononuclear  cells  and  large amounts of ecDNA 






in  AKI,  tissue  necrosis  results  in  acute  inflammation,  which  in  turn  leads  to  more  tissue 
necrosis,  i.e.  the  auto‐amplification  loop  of  necroinflammation  (110,181).  In  addition, 

















Surprisingly,  DNase  I  can  inhibit  the  effects  of  ATP  released  from  platelets,  and  strongly 
inhibits  CC‐  and  collagen‐induced  platelet  aggregation,  two  functions  independent  of  its 




It  is  essential  to  eliminate  ecDNA  quickly  to  restrict  extravagant  thrombus  formation  and 
artery  occlusion  because  ecDNA  not  only  acts  as  a  critical  constituent  of  clots  but  also 
enhances  the  stability  of  the  thrombus  and  increase  their  resistance  to  thrombolytic 
mediators. DAPI and Feulgen’s staining both documented ecDNA in  large parts of CC clots. 




prove  in vivo. Many studies documented  that NETs can  release  large amounts of ecDNA.  I 
considered the same source also for crystal clots, however, compared to DNase I intervention, 
interventions  of  neutrophils  or  NETs  had  little  effects  on  vascular  obstructions  and  AKI, 
probably due  to  the rather small amount of ecDNA released  from neutrophils during clots 





vascular  or  parenchymal  cells.  During  thrombosis‐induced  tissue  ischemia,  the majority  of 
cells  die  primarily  via  ischemic  necrosis  and  this  process  releases  nuclear  DNA  into  the 
extracellular space. Moreover, CC directly attacks endothelial cells in vitro and ex vivo (172). 
In  line with  this,  the data suggest  that endothelial cell  injury could be the major source of 
locally accumulated ecDNA within the CC clot. It is important to address that small amounts 
of CC is not necessarily damage the endothelial cell, therefore CC not directly induces fibrin 












leading  to  more  ecDNA  release,  the  formation  of  extracellular  traps,  and  cytokine  release.  In  particular, 
neutrophils can bind to activated platelet by p‐selectin participating and promoting blood coagulation. All these 
mechanisms  together  drive  thrombus  growth  and  stabilization.  DNase  I  can  degrade  ecDNA  released  from 
damaged endothelial cells to prevent platelet activation and inflammation. DNase can also hydrolyze ATP and 
ADP  and  thereby  prevent  coagulation  and  inflammation.  DNase  I  also  breaks  down  extracellular  traps  by 
degrading  chromatin  and DNA.  Therefore,  DNase  I  prevents  ecDNA mesh  as  a  trap,  platelet  activation,  and 
aggregation. ADP: adenosine diphosphate, ATP: adenosine triphosphate. 
 
As  heart  or  aorta  surgeries  preclude  the  use  of  anticoagulants  or  fibrinolytic  agents,  we 
considered  recombinant  DNase  I  as  a  possible  candidate  therapy  to  attenuate  CC  clot 






























for  therapeutic  interventions.  Among  the  possible  molecular  targets  in  thrombosis  and 







in  mice,  and  might  be  a  feasible  two‐step  prophylactic/therapeutic  approach  in  human 
patients with a risk for procedure‐related CCE.  
Future directions 
The  circadian  rhythm  regulates  behaviour  and  physiological  actions  according  to 
environmental  changes,  such  as  the  adjustment  of  sleep‐wake  cycles,  feeding,  body 
temperature,  blood  pressure,  heart  rate,  hormone  secretion,  metabolism  (including  lipid 
metabolism), and many other biological activities (187,188). In the murine peripheral blood, 




the  event  occurring widely  in  the morning  hours  in  humans  (190). Moreover,  neutrophils 
infiltrate to the heart also following a diurnal rhythm even under steady‐state conditions (191). 
This  circadian  rhythm‐dependent  migration  of  neutrophils  into  the  heart  is  regulated  by 
CXCR2, the chemokine receptor rhythmic expressed on the neutrophils, and displayed a peak 
in  the  evening  which  is  consistent  with  higher  expression  of  ICAM‐1,  VCAM‐1,  and  the 
chemokine ligands in cardiac tissue (192). Consequently, during the active phase, an ischemic 




with  ST‐elevation  (191).  Therefore,  it  would  be  also  interesting  to  investigate  whether  a 
circadian rhythm is also related to CCE‐related kidney infarction, in particular, to unravel the 


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































AKI  Acute kidney injury  NET  Neutrophil extracellular trap 
ATP  Adenosine triphosphate  NF‐ĸβ  Nuclear  factor‐kappa‐light‐
enhancer of activated β‐cells 
αSMA  Alpha smooth muscle actin  NLRP  NOD‐like receptor protein 
BUN  Blood urea nitrogen  Nec‐1s  Necrostatin‐1s 
CCE  Cholesterol crystal embolism  RIPK  Receptor‐interactin  protein 
kinase 
CC  Cholesterol crystal  PAD4  Peptidylarginine deiminase 4 
CKD  Chronic kidney disease  PAS  Periodic acid Schiff 
DAMP  Danger associated molecular pattern PAMP  Pattern  associated  molecular 
pattern 
DAPI  4',6‐diamidino‐2‐phenylindole  PGE1  Prostaglandin E1 
ecDNA  Extracellular DNA  ROS  Reactive oxygen species 
GEnC  Glomerular endothelial cell  TLR  Toll‐like receptor 
GFR  Glomerular filtration rate  TTC  2,3,5‐triphenyltetrazolium 
chloride 
HUVEC  Human  Umbilical  Vein  Endothelial 
Cell 
TNF  Tumor necrosis factor 
IL  Interleukin  TUNEL  Terminal  Deoxytransferase 
Uridine  Triphosphate  Nick  End 
Labeling 
IRI  Ischemia‐reperfusion injury  vWF  von Willebrand factor 
MLKL  Mixed  lineage  kinase  domain‐like 
protein 
   









way  with  a  lot  of  patience,  sharing  your  knowledge,  and  advising  me  with  constructive 
suggestions  to  proceed  through  the  doctoral  program.  Thus  allowing  me  to  know  the 
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